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(57) Abstract 



A batch feimentation is carried out continuously or scmicontinuously using strains of Streptomyces clavuUgerus ATCC 27064 or 
mutants thereof. The fermentation process is carried out with a strict control of the soluble phosphate in the medium, both at the l)eginning 
and throughout the process. As a carbon source, lipids, preferably triglycerides can be used. Substantial increases in the production of the 
antibiotic are obtained. 

(57) Rcsumen 

Se emplea una feimentacidn en lotes. en continuo o semi-continuo utilizando cepas de Streptomyces clavuUgerus ATCC 27064 o sus 
mutantes. El procedimiento de fermentaci6n se Ueva a cabo con un control riguroso del fosfato soluble prcsente en el medio, tanto al inicio. 
como a lo largo del mismo. Como fuente de carbono pueden utilizaise Ifpidos, preferentemente triglic6ridos. Se obtienen incrementos 
- notables en la produce i6n del antibi6tico. 
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PROCEDimENTO DE PRODUCCION D£ ACIDO CUIVULANXCO Y/0 SUS 
SALES 

Se describe un procedimiento para la produccioxx 
5 de acido clavulanico y/o sus sales madlante una fermentacion 
con cepas seleccionadas de Strepfcomvces clavnligertts con un 
control riguroso de la concentracidn de fosfato soluble pre- 
sente durante la misma y con la utilizaclon opcional de fuen- 
tes de carbono como los lipidos, preferentemente trigllceri* 
10 dos. 

Estado de la tecnica 

Kl acido clavul^ico es una molecula de formula 

CH^OH 

E ' i " 




H 



cuya utilidad estriba en su capacidad para inhibir las enzi- 
mas denomlnadas betalactamasas , que poseen algunos germenes 
patdgenos Gram positives y Gram negatives, como EschericblcL 

25 coli, iClebsiella aerogenes , etc. y que debido a su accidn les 
confiere resistencia a algunos antibioticos betalactamicos • 
Por ello, el Itcido clavul&nico aiezclado con dicbos antibidti- 
cos aumenta su espectro antibacteriano. 

La produccion de acido clavulanico se sabe que la 

30 efectuan varias cepas pertenecientes al g&iero Streptomyces, 
como por ejemplo Sfcreptomvces clavnliaBms ATCC 27064, Strep- 
tomyces jimonjixxensis NRRL 5741, etc. 

Como ha quedado ya expuesto en anteriores paten- 
tes (Patente Europea 0182522B1) , la produccion de acido cla- 

35 vulanico puede incrementarse en la fermentacion en lotes 
(batch) cucuido una fuente de Carbono asimllable, como por 
ejenplo la glicerina, o la maltosa, es anadida tambien duran- 
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te la fenaentacion en lugar de ser anadida solo inicialmente. 
Sin embargo este incremento de produccion asi obtenido es 
bastante bajo. For lo tanto, un objeto de la presente inven- 
cidn es conseguir un proceso de ob tendon de acido clavulani- 
5 CO y/o sus sales con una produccion claramente mayor que la 
obtenida por los procedimientos conocidos en el Estado de la 
Tecnica. 

Muchos autores han puesto en evidencia el efecto 
inhlbidor del fosfato sobre la produccion de antibioticos 

10 (Martin, J. F*, 1977, Adv. Biochem. Sng* 6:105-127). Concre- 
tamente se ha encontrado xma inhibicion del fosfato sobre la 
sintesis de cef alosporinas por Streptomyces clavullgerus 
(Liibbe, C. y col- 1985, Arcb* Microbiol- 140:317-320 y Liibbe, 
C. y col* 1984, FEMS Microbiol. Lett. 25:75-79; Aharonowithz, 

IS Y. y col. 1977, Arch. Microbiol. 115:169-173; Jhang, J. y 
col. 1989, FEMS, 57:145-150), y tambien un efecto inhibidor 
del fosfato sobre la sintesis de acido clavulanico por dicho 
microorgemismo (Lebrihi, A. y col. 1987, Appl. Microbiol. 
Biotechnol. 26sl30-135; Romero, J- y col. 1984, Appl. Micro- 

20 biol. Biotechnol. 20:318-325). Sin embargo, contrariamente a 
lo expuesto en las citas anteriores, hemos encontrado sor- 
prendentemente mas que un efecto negative del fosfato sobre 
la produccion de acido clavulSnico, un incremento sustancial 
en la produccion de acido clavulanico y/o sus sales, cuando 

25 el nivel de fosfato soluble en el medio de cultivo alcanza un 
rango dptimo y es mantenido en dicho rango. Mas aun, hemos 
encontrado que un control estricto de la concentracidn de 
fosfato soluble en el medio de cultivo tiene una influencia 
mayor sobre el incremento de produccidn del sistema que la 

30 propia adicion de nutrientes. Se ha utilizado un cultivo de 
Streptomyces cjavuligrerus en lotes (batch) o en semi -continue 
(fed-batch) para la produccion de acido clavulanico asi como 
otros antibioticos o moleculas tipicas del metabolismo secim- 
dario. A los efectos de esta memoria, el termino cultivo en 

35 lotes (batch) indica una fermentacidn donde los nutrientes 
son introducidos en el medio de cultivo sdlo inicialmente y 
el caldo es extraido del tanque de fermentacion solo al final 
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del proceso. El temino cultivo soni* continue (fed-batch) 
implica una f ezi&entacion donde los nutrientes son introduci- 
dos en el medio de cultivo no solo inicialmente slno tanbien 
a lo largo de la fezmentaclon, y el caldo es extraido del 
5 tangue de fezxnentacion solo al final del proceso. £1 proceso 
de producdon del acldo clavul&nico en batch o en fed-batch, 
presenta unas partlcularidades de fermentacldn de forma que 
se produce inicialmente un incremento notable de la viscosi- 
dad con la consecuente dificultad de mantener un nivel de 

10 oxigeno dlsuelto aceptable para prolongar la fase de produc- 
cl6n durante periodos de tien^o mas largos. Congecuentemente , 
se produce una fragmentaclon del micelio, la disBilnucldn de 
la vlscosidad y la reducdon de la produccion, siendo inevi- 
table la finalizacidn del proceso. 

15 El cultivo continue es aplicado pref erentemente 

para la obtencion de biomasa, aunlnoacidos y otros metabolites 
primarios (Hospodka, J. 1966, Theoretical aind Methodological 
Basis of Continuous Culture of Microorg2mlsms, pp 493-645; 
Malelc, J and Fencl, Z. eds. Academic Press New York). Sin 

20 embargo, no se ha descrito de forma efectiva la utilizacion 
de un cultivo continuo para la obtencion de metabolitos se- 
cundarios (antibidticos) , o se ha reallzado con escasa efec- 
tividad (Vu-Trong, K. and Grey, 1982 Biotechnol. Bloengineer- 
ing 24s 1093-1103; Trangott C«S. et al 1993 Apol. Microbiol. 

25 Biotechnol. 39x433-437; Noack* D. 1988, J. Bas. Microbiol. 
28:101-106) • A los efectos de la presente memoria, el termlno 
cultivo en continuo implica una fenaentaclon donde los nu- 
trientes son introducidos en el medio de cultivo tan to al 
inicio como a lo largo de la fermentacldn y algunas porclones 

30 de caldo son extraidas del tanque de f ermentacion a lo largo 
de la mlsma y no solo al final de esta. Hemos encontrado 
ahora, anadiendo fosfato soluble al medio de cultivo y/o con- 
trolando y fijando su concentracion a lo largo de la f ermen- 
tacion, que es posible y ventajoso obtener acldo clavulanico 

35 y/o sus sales en cultivo continuo con una alta producdon. En 
el procedi mi en to en continuo, medlante la dilucldn aproplada 
del cultivo, a lo largo del proceso se va reduclendo la vis- 
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cosidad, lo que permite mantener la concentracion de oxxgeno 
disuelto (>40%) , durante periodos de tiempo mas largos, sin 
incremento de la agltaci6n, evitcuido la fragmentacldn del 
micelio y manteniendo el perxodo productive del acido clavu- 
5 lanlco. Como consecuencia de la adicion de nutrientes y 
agua se alcanza el llenado con^leto del volumen instalado lo 
que requiere la extraccion continua del caldo a lo largo del 
proceso de f erinentacidn, bien de forma intermitente, o bien 
de forona continua, para mantener el volumen de trabajo ade- 

10 cuado. De esta £orma, y controlando el proceso por la adicidn 
de fosf ato soluble al medio de cultivo durante todo el proce- 
so, se consigue alargar el cido de fermentacion y aumentar 
la producci6n total alcanzada, incrementando a su vez el 
rendimiento de produccion por volumen geometrico instalado. 

15 Por lo tanto, la presente invencion proporciona 

un proceso de producci6n de acido clavulanico y/o sus sales, 
mediante el cultivo de cepas seleccionadas de Streotomvces 
clavuliqerus ATCC 27064 y/o sus mutamtes, en £ermentaci6n 
sumergida con aireacion y agitacion, en cultivo en lotes, 

20 semi-continuo o en continue, donde la concentracion de fosfa- 
to soluble presente en el medio de cultivo inicialmente y a 
lo largo de la fermentacidn, es £ijada y/o mantenida dentro 
de unos rangos determinados , dependiendo de cada tipo de 
cultivo empleado, 500-4000 mg/1 al principio de la fermenta- 

25 cion en el cultivo en lotes (batch), o, en el caso de cultivo 
en semi-continuo (fed-batch) o continue, entre 150-600 mg/1 
al comienzo de la fermentacidn y entre 20-150 mg/1 a lo largo 
de la misma. 

El proceso para la produccion de acido davulSni- 
30 CO y/o sus sales de acuerdo con la presente invencion se 
lleva a cabo en presencia de fuentes de C y de N asimilables, 
y de, opcionalmente, sales minerales. La fermentacidn se 
lleva a CcJdO en condiciones aerdbicas, y en cultivo sumergi- 
do. 

35 La temper atura optima de fermentacidn se encuen- 

tra pre f er ent emen t e entre 20*0 y 40*C, particularmente entre 
22°C y 30'C. 
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Las fuentes de C se pueden anadir aasDo nutrientes 
sencillos, o complejos, solo inlcialmente (en el caso de uxx 
cultivo en lotes o batch) , o a lo largo de la f ermentacion 
mediante adiciones intermitentes o continuaSr en el caso de 
5 cultivo semicontinuo (fed-batcb) o continuo, respectivamente. 
Dependiendo de la cepa usada, estas fuentes de C incluyen los 
hidratos de C (dextrinas, almidones, maltosa, etc.)# polioles 
como el glicerol, per ejemplo, lipidos (ftmdamentalmente tri- 
gliceridosr ya sean naturales o sinteticos) y, en general 

10 cualquier otra fuente de C que permita el crecimiento de mi- 
croorganismos • Hexnos encontrado en concreto qpie los Ixpidos 
y m&s especialxoente los trlglicerldos naturales o sintSticos, 
pueden considerarse como una de las fuentes preferidas para 
llevar a cabo el proceso de la invencidn, mlentras que en el 

15 Kstado de la Tecnica no existen referencias en este sentido 
De hecho, hemes encontrado que, usando tales fuentes de car- 
bon© , induso solo xaediante una adicion inicial unica en el 
medio de cultivo (cultivo en lotes) , la produccion de acido 
clavul^ico y/o sus sales puede ser notoriamente incrementada 

20 sixnplemente cuidando que la concentracion de fosfato soluble 
permanezca dentro de los limites definidos en la presente 
invencion. 

El medio de cultivo debe llevar tambien ima fuen- 
te asimilable de N, organico o inorganico, como por ejemplo 
25 harina de soja, Ixquidos de maceracion del maiz, destilados 
solubles, extractos de levadura, harina de algod6n, peptona, 
casexna o sulfato amonico* 

Tambien pueden ser incorporadas al medio de cul- 
tivo diversas sales minerales# como sodio, potasio, amonio, 
30 hierro, calcio, magnesio, doruros, sulfates y fosfatos. 

La concentracion de acido clavulanico se puede 
determinar laicrobiologicamente empleando un genaen productor 
de betalactamasar como por ejemplo JCIeJbgiella aerog^enes , aun- 
qae es preferible la determinacion mediante el empleo de la 
35 cromatograf xa Ixquida de alta resolucion. 

La extraccidn de acido clavulanico o sus sales 
del caldo, se puede efectuar en la forma en que se extraen 
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otros antibidticos, en concretOr otras betalactamas , emplean- 
do resinas intercambiadoras de iones o disolventes, o cual- 
quier otro de los mekodos convencionales conocidos • 

£1 fosfato soluble del medio inicial se puede 
5 detezminar por tin procedlmiento sencillo y rapido, por ejem- 
plo mediante kit comercial (Boehringer Mannheim Automated 
Analysis for BM/Hitachi System 704) • El principio del metodo 
es la reaccion de fosforo inorganico con mollbdato amonico. 
Este fosforo inorganico se expresa despues como fosfato. Para 

10 analizar el fosfato soluble la muestra (tomada homogeneamente 
del caldo de cultivo) debe ser filtrada previamente por un 
filtro Millipore de 0.45 /im de tamano de poro o similar, para 
eliminar los solidos. Esta muestra debe ser tomada despues de 
la esterilizacidn del medio de cultivo, puesto que la concen- 

15 tracidn de fosfato soluble puede fluctuar de acuerdo con el 
proceso de esterilizacidn. Las nuestras tambien pueden ser 
tomadas a lo largo del proceso de f ermentacidn. 

La valoracion de fosfato total se lleva a cabo 
tomando 1 ml de caldo total y emadiendo 1 ml de acido sulfu- 

20 rico y 5 ml de acido nitrico. Esta solucion se evapora por 
calentamiento basta tener un volumen final de 1 ml de una 
solucion transparente . Este volumen final se lleva a 25 ml 
con agua destilada, y se valora por el metodo previamente 
citado de fosfato soluble. 

25 Cuando la fermentacidn se realize en lotes se ha 

encontrado que el nivel dptimo de fosfato soluble al comienzo 
de la fermentacidn debe encontrarse entre 500 y 4000 mg/1, 
preferiblemente entre 800 y 1600 mg/1. 

Si debido a la naturaleza de las materias primas 

30 utilizadas, y a su concentracidn, el nivel de fosfato soluble 
estH muy por encima o por debajo de estos Ixmites debe corre- 
girse. Para ellOr cuando el nivel esta por debajo del limite 
inferior, se puede adicionar antes o despues de la esterili- 
zacidn, mas fosfato inorganico, por ejen^lo bajo la forma de 

35 sal de potasio o de sodio, hasta alcanzar el nivel deseado. 
0 bien puede hacerse precipitar parte del fosfato soluble, si 
su nivel es muy elevado, por la adicidn de cualquier precipi- 
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10 



15 



20 



tante, por ejemplo mediante un compuesto de calcio, tal como 
un hidrdxido o un acetato calclco# o por cualquier otro sis- 
tema que garantlce este objetivo. 

Segun la presents invencioiir se ha observado un 
incremento en la produccidn de hasta 5 veces mas sobre un 
sistema de fermentacidn sin control del fosfato soluble ini- 
cial en el medio de cultivo en lotes. En la Tabla I se nuies- 
tran los resultados de varias f ermentaciones realizadas con 
el nival dptimo de fosfato soluble, y fuera de el» 



Fermen tacidn 
n- 



TABLA 
Fosfato soluble 



A* clavul^ico 



1 
2 
3 
4 
5 
6 



(comparativo) 
(comparativo) 



mg/l 


72 ; 


h 


96 h 






% 


HS/al % 


18 


311 


100 


420 100 


100 


560 


180 


790 188 


900 


1410 


453 


2210 526 


1580 


1550 


495 


2240 533 


3000 


1410 


453 


1750 416 


7000 


410 


131 


780 186 



Por porcentaje de incremento (%) se entiende la 
produccidn de acido davulanico y/o sus sales r expresada como 

25 el resultado de multiplicar el valor final en fig/ial por 100, 
y dividir esta cifra por 311 (en el caso de una incubacidn de 
72h) o por 420 (a las 9Sh) , que representan los resultados de 
la fermentacidn cuyos niveles de fosfato soluble se encuen- 
tran fuera del rango dptimo. 

30 Este fosfato debe estar soluble en el caldo de 

fermentacidn, como queda reflejado en los siguientes resulta- 
dos de la Tabla II r en los que niveles sraej antes de fosfato 
total conducen a f ermentaciones con resultados muy dispares, 
dependiendo de que el fosfato soluble este o no dentro de los 

35 limites dptimos. 
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T A B L A II 

Fezmentacion Fosfato soluble Fosfato total A. clavulanico 

mg/1 mg/l lig/ml (96 h) 



4 1580 
7 comparativo 230 



2380 
2265 



2240 
920 



La diferencia de crecimiento del microorganismo 
para distintos niveles de fosfato no parece ser responsable 

10 de la diferencia de produccion, al menos como principal fac- 
tor. Sn la Tabla III se puede observar que existen diferentes 
niveles de produccion para crecimientos siznilares, por lo que 
de nuevo apaxece el nivel de fosfato como causa del incremen- 
to de produccion. SI volumen micelial se ha determinado en 

15 una centrifuga a 2500 g durante 10 minutos. (g significa 
fuerza de gravedad) • 



20 



TABLA III 
Fermentacion Fosfato soluble % Vol micelial 



mg/1 



72h 



96h 



A. clavulanico 
72b 96b 



25 



1 ( comparativo ) 1 8 

2 (comparativo) 100 

3 900 

4 1580 

5 3000 

6 (cofloparatlvo) 7000 



23 


22 


311 


420 


22 


22 


560 


790 


30 


30 


1410 


2210 


30 


30 


1550 


2240 


30 


30 


1410 


1750 


27 


28 


410 


780 



Durante el perxodo de f ermentaci6n se puede rea- 
30 lizar un proceso de adicion en fed-batch de fosfato, al igual 
que del resto de nutrientes, distribuido a lo largo de toda 
la f ermentaci6n » Se ha encontrado que el nivel Optimo de 
fosfato soluble total (inicial + anadido) es ligeramente 
inferior al nivel en batch, situandose entre 400 y 2000 mg/1. 
35 Este aporte debe realizarse de forma que el nivel 

inicial este entre 150 y 600 mg/1, y que el nivel de fosfato 
soluble a lo largo de la fermentacion este entre 20 y 150 
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mg/l. Para ello, es adecuado proceder a hacer aporte de Ion 
fosfato soluble, o cualqaier compuesto de calcic precipitan- 
te, como en el caso de la fermentacion en batch, segtin cpie se 
requlera respectlvamente, subir o bajar el nivel de fosfato 
para mantenerlo dentro de los limi tes senalados. £n la Tabla 
rv se sniestran los resultados de varias f ermentaciones en 
semi-continuo realizadas con distintas concentraclones de 
fosfato sol\2ble inicial y en adiciones. 

Puede observarse que la cantidad total de fosfato 
adicionado es considerablemente Bias alta, sin merma de la 
produccion, cuando dicha adicion se hace a lo largo de la 
fenoentacidn en vez de inicialmente. Todas las pruebas reali- 
zadas mantuvieron la concentracidn de fosfato soluble a lo 
largo de la fermentacidn en el nivel indicado, excepto las 
f exioentaciones n"" 8, 9 y 10, cuyo nivel fue inferior al re- 
querido, y la n"" 16 cuyo nivel fue superior. 

TABLA IV 

Fermentacion FOSFATO SOLUBLE (mg/l) ACIDO CLAVULANICO 

Concentracidn Total 





Inicial 


Adicionado 


fiQ/wl 


% 


8 


80 


0 


990 


33 


9 


265 


0 


1230 


41 


10 


520 


0 


2400 


80 


11 


990 


0 


2080 


69 


12 


1530 


0 


1920 


64 


13 


228 


618 


3000 


100 


14 


510 


570 


4020 


134 


15 


722 


594 


3270 


109 


16 


950 


603 


2730 


91 


17 


278 


1710 


3600 


120 


18 


230 


2280 


3360 


112 



En el cultivo en continuo, mediante la dilucion 
apropiada del culbivo, a lo largo del proceso se va reducien- 
do la viscosidad, lo que permite mantener la concentracidn de 
oxigeno disuelto (>40%) , durante perxodos de tiempo mas lar- 
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gos, sin incremento de la agitacidn, evitando la fragmenta- 
cion del laicelio y manteniendo el periodo productive del 
acido clavulanico . Como consecuencia de la adicion de nu- 
trientes y agua se alcanza el llenaulo completo del voliimen 
instalado lo que requiere la extraccion continua del caldo 
para mantener el volixmezi de trabajo adecuado* De esta forma, 
y controlando el proceso por la adicion de fosfato soluble al 
medio de cultivo durante todo el proceso, se consigue alargar 
el ciclo de fen&entacidn y aumentar la produccion total al- 
canzada, incrementando r a su vez, el rendixoiento de produc- 
cion por volumen geometrico instalado. 

En el cultivo en continue se realiza, como en los 
casos anteriores, en lotes y en semi -continue, una adicion 
inicial de fosfato soluble. Tal adicion es generalmente infe- 
rior a la de los cultivos en lotes y en sesii- continue, y es 
del orden de los 150 a 600 wg/l, pref erentemente 200 a 400 
mg/1 iniciales, manteniendo un nivel posterior en el caldo 
del mismo orden, 20 - 150 mg/1 durante mas tiempo (50 - 100 
boras) * 

En el cultivo en continuo, como en la fermenta- 
cidn en lotes o en semi -continuo, se realiz«ui aportes de 
sales de fosfato soluble o compuestos de calcio u otres se- 
cuestrantes eficientes, para establecer las concentraciones 
iniciales requeridas en cada case y mantener la concentracidn 
deseada durante la f ermentacidn. La adicion de sales de fos- 
fato soluble total es similar o ligeramente superior a la 
utilizada en el cultivo en ssni- continuo. 

Se precede ademas a la adici5n de agua al medio 
de cultivo desde las 32 boras, con objeto de maintener la 
viscesidad del caldo en valores inferiores a 700 cp., lo que 
permit e un incremento de la cantidad de nutrientes adiciona- 
dos en los sistemas tradicionales , manteniendo el nivel de 
oxigeno disuelto mayor del 40% y prolongar la produccion de 
acido clavulanico basta las 150 - 170 boras. 

Durante el proceso complete se alcanza general- 
mente una dilucion total de 1.5 a 1.6 frente a 0.9 a 1.1 de 
los cultivos tradicionales, rentabilizando el volumen geome- 
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trlco instalado* El proceso se realiza medlante la adicion 
contlnua de nutrlentes al medio inicial a lo largo de la 
fexmentaclon. Estos nutrlentes son fundamentalmente la fuen- 
te carbonada. Desde las 100 horas, se procede a la extraccion 
5 continua o intermitente del caldo en una proporcion del 2,5 
al 14% del volumen del fezmentador por dia, con objeto de 
mantener el volumen constante y la viscosidad del medio infe- 
rior a 700 CP. El proceso puede prolongarse hasta las 160 - 
170 horas* 

10 En la HablsL V se reproducen los ejemplos 19-25, 

con cultivos en fed-batch y en continuo, con diferentes nu- 
trientes y distintos niveles o aportes de fosfato soluble. 
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HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26) 
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A modo de ilustracion se describen los siguientes 

ejemplos: 

EJEMPLO 1 (Ccaaparativo) 
5 Se prepara un medio de inoculo con la siguiente 

compos icion: 

- Harina de pescado - 2 g 

- Glicerina - 1*5 g 

- Almidon soluble - 1.5 g 
10 - Carbonato calcico - 0»2 g 

- Agua destilada c.s.p. 100 ml 

Se ajusta el pH a 6-7 y se reparte el medio en 
matraces Erlenmeyer de 250 ml a razon de 40 ml. Se tapan 
15 estos y se esterilizan a 121*C durante 20 minutos. 

El medio asx preparado se siembra con una suspen- 
sion de esporas de una cepa mutante superproductora de acido 
clavulSnico obtenida mediante un paso de mutacion de Strep - 
tomyces clavuligerus ATCC 27064 con N-metil-N'nitro-N-nitro- 
20 soguanidina y varies pasos de mutacion con luz ultravioleta. 
Esta suspension se prepara a partir de un toibo inclinado o 
una place r con un medio nutritive capaz de permitir el creci- 
miento y la esporulacidn* 

Despues de sembrado el medio se incuba durante 2 
25 dxas a 25*C en un agitador rotatorio de 5 cm de excentricidad 
a 250 rpm. 

Este cultivo asx preparado se emplea para sembrar 
al 5% un medio de fermentacion con la siguiente composicion: 



30 - Harina de soja - 4 g 

- Dextrine de maxz - 1 g 

- Buffer MOPS - 1 g 
(acido 3- [N-morf olinlpropauio-sulf onico) 

- Cloruro de calcio - 10 mg 
35 - Cloruro sddico - 10 mg 

- Cloruro de magnesio - 10 mg 

- Acetato sddico - 0.1 g 



wo 97/19187 



PCT/ES96/00215 



- Aceite de soja 

- Agua destilada 

Se ajusta el pH del medio a 7.0 y se reparte en 
matraces de 250 ml a razon de 30 ml. Se tapan estos y se 
esterillzan durante 20 minutos a 121'C. Despues de esterili- 
zar se mide el fosfato soluble en uno de los matraces, obte- 
nlendose un valor de 100 mg/1. 

A modo de ejemplo, y para ilustrar los resultados 
de la fexmentacidn n" 1 mostrada en la Tabla I, se adiciono 
a cada matraz 0.5 ml de una solucion de hidrdxldo calcico al 
0-5%. Despues de la adicion se volvio a valorar el nivel de 
fosfato soluble en uno de los matraces, obteniendose ahora 
una valor de 18 mg/1, que es con el que se llevo a cabo dicba 
fezmentacion n^ 1. 

El medio de fexmentacidn asx preparado y sembrado 
se incuba a 25*^0 en un agitador rotatorio de 5 cm de excen- 
tricidad a 250 rpm. A las 96 boras de incubacion la produc- 
ci6n de acido clavulanico obtenido fue de 420 fig/ml HPLC. 

EJEMPLO 2 (Comparativo) 

Se procede igual que en el caso del Ejemplo 1 
pero no se efectua la adicion de hidrdxido calcico. De esta 
forma se lleva a cabo la fexmentacidn en un medio con 100 
mg/1 de fosfato soluble. A las 96 horas de incubacion la 
produccion de acido clavulanico fue de 790 /ig/ml HPLC {ver 
fexmentacidn n"" 2 de la Tabla I) . 

EJEMPLO 3 

Se procede igual que en el caso del Ejemplo 1 
pero en este caso no se lleva a cabo la adicion de hidrdxido 
calcico, y se incluye en la formula del medio de fexmentacidn 
\in 0.12% de fosfato monopotasico anadido antes de ajustar el 
pH. Se valora el fosfato soluble de un matraz despues de la 
esterilizacion, y se comprueba que se lleva a cabo la fexmen- 
tacidn en un medio con 900 mg/1 de fosfato soluble. A las 96 
boras de incubacion la produccion de acido clavulanico fue de 
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- 2 g 
c.s.p. 100 ml 
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2210^9/ml HPLC (ver fermentaclon 3 de la Tabla I) • 

EJEMPLO 4 

Se precede igual que en el Ejemplo 3 pero en 
5 este caso se incluye en la formula un 0,21% de fosfato nono* 
potasico* Se valora el fosfato soluble de un matraz despues 
de la esterilizacion, y se comprueba que se lleva a cabo la 
f ermentacion en un medio con 1580 mg/1 de fosfato soluble. En 
este caso se determino tambien el fosfato total, obteniendose 
10 un valor de 2380 mg/1, como puede verse en la Tabla II. A las 
96 boras de incubacion la produccion de acido clavulanico fue 
de 2240 fLg/ml HPLC (ver fermentaclon n° 4 de la Tabla I). 

EJEMPLO 5 

15 Se precede igual que en el Ejemplo 3 pero en este 

caso se incluye en la formula un 0.4% de fosfato monopotasi- 
CO. Se valora el fosfato soluble de un matraz despues de la 
esterilizacidn, y se contprueba que se lleva a cabo la fermen* 
tacidn en un medio con 3000 mg/1 de fosfato soliible. A las 96 

20 boras de incubacion la produccion de acido clavulanico fue de 
1750 iig/ml HPLC (ver fermentaclon n*" 5 de la Tabla I) . 

EJEMPLO 6 (Comparative) 

Se precede igual que en el caso del Ejemplo 3 

25 pero en este caso se incluye en la formula un 0.95% de fosfa- 
to monopotasico. Se valora el fosfato soluble de un matraz 
despues de la esterilizacidn, y se cos^rueba que se lleva a 
cabo la fermentaclon en un medio con 7000 mg/1 de fosfato 
soluble. A las 96 horas de incubacion la produccion de acido 

30 clavulanico fue de 780 iig/mL (ver f ermentacion n"" 6 de la 
Tabla I) . 

EJEMPLO 7 ( Compar a tivo ) 

El procedimiento es el mismo del Ejen^lo 3, pero 
35 en este caso se incluye en la formula 0.245% de fosfato cal«- 
cico tribasico (no se incluye fosfato monopot&sico) . Se valo- 
ra el fosfato soluble de un matraz despues de la esteriliza- 
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cion, obteniendose el resultado de 230 mg/l de fosfato solu- 
ble. En este caso se determino tambien el fosfato total r 
siendo el resultado 22S5 mg/l (ver f ezmentacion n** 7 de la 
Tabla II} • Despues de 96 horas de incubacion la produccion de 
5 acido davulanico fue de 920 fig/wl HFLC. 

EJEMPIiOS 8 a 18 (Ver Tabla IV) 

Se prepara un medio de inoculo con la g^f n a com- 
posicldn que el descrito en el Ejemplo 1, y se reparte en 
10 matraces Erlenmeyer de 2000 ml con 500 ml de medio » Se tapan 
y se esterilizan los matraces a 121'*C durante 20 minutos. 

Una vez efectuada la siembra con ima suspension 
de esporas seme j ante a la del Ejemplo 1, se incuba el medio 
durante 2 dias a 25*'C en un agitador rotatorio de 5 cm de 
15 excentricidad a 250 rpm. 

Se tooian 400 ml de este cultivo y se usan para 
sembrar un tanque con 150 litros del siguiente medio: 



- Harina de soja 


2 


g 


" Dextrina 


2 


g 


- Fosfato monopot&sico 


0.04 


g 


- Aceite de soja 


0-1 


g 


- Antiespumante UCOK 


0,1 


g 


(Polialquilenglicol) 






- Agua c.s^p. 


100 


ml 



Se ajusta el pK del medio a 7.3 y se esteriliza a 
121'' C durante 20 minutos. La incubacion se lleva a cabo a 
28''C durante unas 30 horas , con una agitacion de 115 rpm, una 
30 aireacidn de 0*5 v/v/min y 1 kg/cm^ de presion en cupula* 

Se toman 45 litros de cultivo incubado en las 
anteriores condiciones y se transfieren a im tanque con 450 
litros del siguiente medio: 



35 - Harina de soja - 4 g 

- Dextrina - 2 g 

- Aceite de soja - Q.l g 
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- Antiespxmiaiite UCON - 0.1 g 

- Cloruro magnesico - Q.02 g 

- Cloruro ferrico - 0.003 g 

- Cloruro calcico - 0-01 g 
5 - Agua c.s.p. 100 ml 



Se ajusta el pH del medio a 7«0 y se esteriliza a 
121°C durante 20 minutos. Despues de esterillzar se mide el 
fosfato soluble, que en este caso da un resultado de 200 mg/1 

10 a 300 mg/l. Si es necesario, con objeto de obtener diferentes 
concentraciones iniciales, se ajusta este valor por adicion 
de volumenes apropiados de solucidn de £os£ato monopotasico 
al 1% (ejemplos 10, 11, 12, 14, 15 y 16) o con un coznpuesto 
de calcio (ejen^ilo 8 donde se procedid a la adicidn del volu- 

15 men adecuado de una solucidn de Ca(0H)2) - Una vez ajustado el 
fosfato soluble se hace la transf erencia de los 45 litros del 
cultivo siembra, y se comienza la fermentacion* Esta se lleva 
a cabo manteniendo una tes^eratura cpnstwte de 25 ''C, 115 
rpm, 0.5 v/v/min durante las primeras 24 horas y 1.5 v/v/min 

20 desde 25 horas hasta el final de la f ermentacidn, y bajo 0.5 
kg/cm"^ de presion en cupula* 

Las diferentes concentraciones de fosfato soluble 
a lo largo de la fexmentacion se obtuvieron por adicion de 
distintos volumenes de una solucion esteril de fosfato mono* 

25 potasico al 1% (ejemplos 13 a 18) • 

Se ef ectua un control automatico del pH para man- 
tenerlo entre 6.8 y 7.2 Se realizan ademas las siguientes 
adiciones: 

- Aceite de sojas 100 ml/h desde las 10 hasta las 120 horas. 
30 " Glicerol al 33%: 400 ml/h desde las 32 hasta las 120 horas. 

- Fosfato monopotasico 1%: 400 a 1400 ml/h desde 0 a 25 horas 
y 1500 a 5000 ml/h desde 25 a 50 horas. 

Despues de 120 h. de incubacion la produccion de 
acido clavulanico varia entre 990 y 4020 ftg/ml, de acuerdo 
35 con la Tabla IV. 
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EJEMPLO 19 

La preparacion de los medios y establecimiento de 
las condiciones de fermentacion se reallza como en los ejem- 
plos 8 a 18 (Tabla IV) , pero se incluyo en el ciclo iaicial 
5 una concentracion de dextrina de 34 g/1. La adicion de glice- 
rol se suprimio y se suministro solo Weichol 92 (Triglicerido 
sintetico con un 60% de acido oleico, fabricado por Indus tria 
Quiaiica Lassem) y fosfato monopotasico al 1% con los siguien- 
tes programas de adicion: 

10 

Weichol-92 100 xal/h desde las 10 h. hasta las 

120 h 

Fosfato 

monopotasico (1%) 400 a 1400 ml/h de 0 a 25 h y 

15 1500 a 5000 ml/h de 25 a 50 h. 

EJEMPLO 20 

Se procede igual que en el ejenplo 19 pero se 
sustituye la adicidn del triglicerido sintetico Weichol -92 
20 por aceite de soja« 



EJEMPLO 21 

Se procede igual que en el ejemplo 19, pero se 

alarga la fermentacion hasta 172 h, estableciendose el siste- 
25 ma continue con extracciones de caldo total desde las 100 h 

de fermentacidn con una proporcion del 2,5% del caldo extra! - 

do cada 24 h en relacion al volumen inicial del f exmentador 

despues de esteril* 

Se dan adiciones de glicerol (33%) , Priolube 
30 (Trioleate de glicerol fabricado por Unichenta) y fosfato 

monopotasico (1%) segun los programas: 



Priolube 100 
Glicerol (33%) 400 
35 Fosfato 

monopotasico (1%) 400 

1500 



ml/h de 10 h. a final, 
ml/h de 32 h a final. 

a 1400 ml/h de 0 a 25 h y 
a 5000 ml/h de 25 a 50 h. 



wo 97/19187 



PCT/ES96/00215 



- 19 - 

EJEMPLO 22 

Se precede como en el ejemplo 21 pero la fexmen- 
tacion solo se alarga hasta 150 h y la extraccidn de caldo se 
hace en una proporcion del 9% cada 24 h. Las adiciones se 
modifican segun los prograinass 



10 



Priolube 
Glicerol (33%) 
Fosfato 

monopotasico (1%) 



15 Agua esteril 



100 ml/h de 10 h a 100 h 
200 ml/h de 100 h a final. 
420 ml/h de 32 h a 100 h 
780 ml/h de 100 h a final 

400 a 1400 ml/h de 0 a 25 h 
1500 a 5000 ml/h de 25 a 50 h 
300 ml/h de 50 a final 
312 ml/h de 32 a 100 h 
625 ml/h de 100 h a final 



gJEMPLO 23 

Se precede como en el ejemplo 22. La fermentacion 
20 se alarga a 172 h con una extraccion del 14% cada 24 h. Ade- 
mas se incluye un programa de adicion de agua esteril para 
mantener el nivel de viscosidad bajo. 



25 



30 



Priolube 

Glicerol (33%) 
Fosfato 

monopotasico (1%) 
Agua esteril 



130 ml/h de 10 h a 100 h 
240 ml/h de 100 h a final. 
515 ml/h de 32 h a 100 h 
960 ml/h de 100 h a final 

400 a 1400 ml/h de 0 a 25 h 
1500 a 5000 ml/h de 25 a 50 h. 
300 ml/h de 50 a final 
630 ml/h de 32 a 100 h 
1260 ml/h de 100 h a final 



35 



EJEMPLO 24 

Se procede como en el ejemplo 23, pero el medio 
inicial de fermentacion esta incrementado un 30% en todas sus 
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materlas primas. La fermentacion alcanza 155 h y la extrac- 
cion realizada es del 14% cada 24 li* Los programas de adicion 
utillzados son: 



10 



15 



20 



Priolube 
Glicerol (33%) 
Fosf ato 

monopotaslco (1%) 



Agua esteril 



130 ml/h de 10 h a 100 h 
240 ml/h de 100 h a final* 
515 ml/h de 32 h a 100 h 
960 ml/h de 100 h a final 

400 a 1400 ml/h de 0 a 25 h 
1500 a 5000 ml/h de 25 a 50 h. 
300 ml/h de 50 a final 
630 ml/h de 32 a 100 h 
1260 ml/h de 100 h a final 



BJEMPLO 25 

Se precede como en el ejemplo 21. La fermentacion 
se alarga hasta 150 h y se realizan extracciones en una por- 
cidn del 9% cada 24 h* Se elimina por completo la adicion de 
glicerina y se increment© la adicion del triglicerido Priolu- 
be- Las adiciones de fosf ato y agua esteril son identicas a 
las del ejemplo 22- La adicion de priolube fue segtin el si- 
guiente programat 



25 Priolube 



320 ml/h de 10 a 100 h. 
590 ml/h de 100 a final- 
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REIVIliDICACIONES 

1. - Un procedlmlento de produccion de acido cla- 
5 vuISnico y/o sus sales mediante cultivo de Streptomyces cla- 

vttliqerus ATCC 27064 o de snitantes obtenidos del mismo, en 
fexxnentacidn sumergida con alreacl6n y agltacidn, en cultivo 
en lotes, semi-continuo o contlnuo, en el que las concentra* 
clones de £osfato soluble se fijan al inicio y/o mantienen 
10 a lo largo de la fermentacidn, dentro de unos detersLinados 
valores . 

2. - Un procedimiento segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque la concentracion establecida de fosfato 
soltible presente en el medio al inicio de la f ermentaclon, en 

15 el cultivo en lotes, se £lja, en un rauigo comprendido entre 
500 y 4000 mg/l. 

3. - Un procedimiento segun la reivindicaci6n 1, 
caracterizado porque la concentracidn establecida de fosfato 
soluble presente en el medio al inicio de la fermentacidn, en 

20 el cultivo semi-continuo o continue, se fija, en un rango 
comprendido entre 150 y 600 mg/1, y/o se mantiene dentro de 
un determinado rango, pref erentemente de 20 a 150 mg/1, a lo 
laurgo de la misma. ^ 

4. - Un procedimiento segun las reivindicaciones 1 
25 a 3, caracterizado porque las concentraciones de fosfato 

soluble presentes en el medio de cultivo se fijan al inicio 
y/o se mantienen a lo largo de la fermentacidn mediante adi- 
cion de un ion de fosfato soluble, en cualquiera de sus for- 
mas, a dicho medio de cultivo. 

30 5.- Un procedimiento segun las reivindicaciones 1 

a 3, caracterizado porque las concentraciones de fosfato 
soluble presentes en el medio de cultivo se fijan al inicio 
y/o se mantienen a lo largo de la fermentacion mediante pre- 
cipitacion de dicho fosfato soluble, si este excede de los 

35 limites deseados. 

6*- Tin procedimiento segun la reivindicacidn 5, 
caracterizado porque dicho fosfato soluble se precipita me- 
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diante la adicion de iin coxopuesto de calcio al medio de cul- 
tivo* 

7.- Un procedimiento segun cualquiera de las rei- 
vlndicacioixes anteriores, caracterizado porque se exnplea una 
5 fuexite de carbono quB consiste en uno o mas trigliceridos, 
naturales o sintfiticos, que son axiadidos al comienzb de la 
fermentacidn y/o a lo largo de la misma. 

8»* Un procedimiento segun cualquiera de las rei- 
vindicaciones anteriores caracterizado por einplear como fuen- 
10 te de carbono exclusivamente uno o mas trigliceridos natura- 
les o sintSticos, que son afiadidos al comienzo de la fermen- 
tacidn y/o a lo largo de la misma. 

9. - Tin procedimiento segun cualquiera de las rei- 
vindicaciones anteriores, caracterizado porque la fermenta- 

15 cion se lleva a cabo a una t6iq>eratura de 20-40 "C« 

10. - ITn procedimiento segun cualquiera de las 
reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la fermen- 
tacidn se lleva a cabo a una temperatura de 22 a 30 "C. 
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